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RESUME 
L'acte pr1maire du processus visuel consiste en l'absorption de 
l'énergie d'un photon par le chromophore de la rhodopsine, le .11-cis 
rétfnal. Lors de ce processus, il y a isomérisation du rétina1 en sa 
forme tout-trans (q. :: 0,67). Cette réaction constitue la base 
moléculaire du stockage d'énerg'ie par le pigment visuel. Le 
mécani sme par 1 eque 1 ce phénomène se produit nI est cependant pas 
clairement établ1. Ainst, on pourrait aussi bien imaginer que la 
séparatlon de charges entre l'azote pos1tlf du chromophore et son 
contre-ion négatif, ou que la génération de contraintes mécaniques, 
lors de l'isomérisation, soit responsable du stockage d'énergie, 
l'hypothèse la plus raisonnable étant que les deux mécanismes 
contr1buent au stockage. 
Afin de préciser cette Question, nous avons tenté de mesurer 
expérimentalement la relaxation de contraintes mécaniques 
consécutives à l'excitation de la rhodopsine. La mise en évidence 
d'un tel phénomène permettrait non seulement d'appuyer une partie 
de l'hypothèse relative au mécanisme de stockage, mais aussi 
éventuellement de piéciser l'importance de ce mode de stockage et 
de dissipation de l'énergie. 
A cette fln, nous avons mesuré la vitesse des transitions 
lumirhodopsine -+ métarhodopsine l -+ métarhodopsine II pour des 
. 
échantillons de rhodopsine dispersés dans des m1celles de rigidités 
variables. Les résultats montrent un effet de la rigidité sur les deux 
trans1t1ons. Toutef01s, s1 on 1nterprète cet effet en termes de 
changements conformationnels associés à la relaxation de 
contra1ntes mécan1ques, on conclut qu'une fract10n significative de 
l'énergie est dissipée dès la trans1tlon lumirhodopsine -. 
métarhodops1ne l et que cette dern1ère demeure un cand1dat 
plausible au titre d'état transitoire susceptible de déclencher 
l'excitation visuelle. 
De plus, afin de savoir si les changements conformationnels 
de la rhodopsine pouvaient être mesurés directement, nous avons 
tenté de les coupler à un transducteur piézoélectrique. Les 
résultats, quoique préliminaires, indiquent que cette méthode 
pourrait s'avérer très utile dans l'étude de la dissipation de 
l'énergie par les pigments visuels. 
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INTRODUCTION 
Chez les vertébrés, le site de l'absorption et de la 
transduction de l'énergie lumineuse au niveau du système 
visuel se retrouve au sein de la membrane discale des segments 
externes des bâtonnets (SEB) , La rhodopsine, la composante 
protéique majeure des SEB , et son chromophore, le 11-cis 
réti nal, servent de capteur de lumière lors de ce processus, 
L'absorption d'un photon par ce pigment provoque une 
séquence de changements structuraux qui ont été 
principalement caractérisés par des spectres d'absorpti on , 
Pl usieurs chercheurs portent une attention toute parti cu 1 i ère 
aux conditions modifiants 1 es caractéri stiques de ces spectres , 
Pl usieurs rensei gnements intéressants sur le système vi suel 
furent obtenus par une étude du comportement spectral de la 
rhodopsine sous différentes conditions expérimentales , Voyons 
donc en quoi consiste le phénomène d'excitation du système 
visuel, 
1,1 Localisation des SES 
A l'intérieur de la rétine de l'oeil se retrouve près 
d'un milliard de bâtonnets , Ces bâtonnets sont des tiges minces 
et allongées spécialisées dans la transduction de l'énergie 
lumineuse en influx nerveux (Hagins et al " 1970 ), Le bâtonnet 
se divise en deux sections (figure 1), Le segment intt:rne , qui 
est riche en mitochondries et en ri~osomes , génère de l'ATP à 
un rythme très rapide et synthétise activement des protéines , 
La section externe , le SES , sert de support à des centai nes de 
petits sacs appelés disques qui portent la rhodopsine au sein de 
leur membrane (Dratz et Hargrave, 19ô,3) , 
1 .2 La rhodopsine 
Les disques sont des coussins plats servant de support à 
la rhodopsine , une protéine transmembranaire , Environ ô5% des 
protéines se trouvant à l'intérieur du SES sont la rhodopsine 
CHeitzmann, 1972; Krebs et Kühn , 1977), Il s 'agit d'une chaîne 
polypeptidique constituée de 7 segments d'hélices alpha 'situés 
dans la partie hydrophobe de la membrane (figure 2) 
(Ovchinnikov , 19ô2) , Quelques segments de chaîne de longueurs 
variables se retrouvent à l'extérieur , des deux côtés de la 
membrane, permettant des interact i ons avec des protéines 
environnantes , La rhodopsine est une glycoprotéine , c'est-à-dire 
2 
3 
Segment e){terne 
Segment interne 
Termloaison synaptique 
Figure 1 : Ultrastructure d'un bâtonnet. 
Figure 2 : Position de la chalne polypept1d1que de la rhodopsine dans 
la membrane d'un disque (Ovchinnlkov, 1982). 
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qu'elle a , attachée de façon covalente à sa chaîne 
polypeptidique , une chaîne d'oligo-saccharides (Heller, 196ô; 
Plantner et Kean, 1976), 
1,3 L'excitation visuelle 
Un bâtonnet adapté à l'obscurité peut être excité par un 
seul photon (Hetch et al ., 1942; Baylor et al., 1979). Phénomène 
extraordinaire. cette sensibilité à la lumière a conduit les 
chercheurs à imaginer toutes sortes d'hypothèses et à 
rechercher un système d'amplification de signal à proximité ou 
à l'intérieur des bâtonnets. Les _ études pour trouver ce 
mécanisme d'amplification avaient ' comme directive générale 
l'observation de toute modification chimique ou physique 
importante induite par la lumière. De ces recherches résultent 
deux hypothèses principales, l'une à base ionique, l'autre à base 
enzymatique. Ces deux possibilités font l'objet de recherches 
extensives (voir Vau et al" 19ô7). Voyons rapidement les 
grandes li gnes de ces deux mécani smes. 
L'hypothèse ionique tire ses principaux arguments du 
courant d'obscurité (Hagins et al., 1970). En effet, il existe à 
travers la membrane plasmique des disques un potentiel 
membranalre dlfférent du potenUel de repos de la plupart des 
cellules. Cette différence provient du courant qui circule à 
l'obscurité entre le segment interne et le segment externe du 
5-
bâtonnet (figure 3), Ce courant origine du segment interne sous 
forme d'ions sodium et pénètre dans le segment externe , Une 
ATPase située dans le segment interne pompe le sodium vers 
l'extérieur et le potassium vers l'intérieur, permettant un 
gradi ent ioni que qui mainti ent 1 e courant. La perméabil ité du 
SEB est grande aux ions sodium et faible aux ions potassium, 
tandis que la perméélbi1ité du segment interne est grande aux 
io'îs potassium et faible aux ions sodium (Korenbrot et Cone, 
1972), Le fait que le potentiel membranaire de la cellule 
photoréceptrice soit grandement influencé par le courant 
d'obscurité a suggéré que l'hyperpo lari sati on de la cellul e après 
illumination soit causée par une baisse de ce courant, 
produi sant ainsi l 'excitati on vi suelle, En effet, l'absorption de 
la lumière par la rhodopsine provoque l'apparition de calcium 
dar.s le milieu extra-discal, conduisant au blocage des canaux 
sodi ques, et donc à l'hyperpolarisation de 1 a membrane du SEB, 
La seconde hypothèse provient de J'observation d'activité 
enzymatique induite par la lumière, La réaction enzymatique la 
plus rapide observée jusqu'à maintenant dans les SEB est 
l'activation de la phosphodiestérase spécifique à la guanosine 
monophosphate cyclique (GMPc), A l'obscurité, les SEB ont une 
concentration élevée en GMPc (70 jlM), Suite à l'illumination, 
cette concentration tombe de 50 à 70ro et demeure à ce niveau 
jusqu'à ce que l'illumination cesse , De plus, on a pu montrer que 
le blanchiment d'une seule rhodopsine peut conduire à 
6 
['''''/''''''1 
1 ! 1 1 
1 1 
1 ! 
! : 
1 1 
1 1 
l '1 
f ..... " ..• · ....... • ....... .;·j ) ,. 
.,...--------------./ 1 / ! 
l / 
.( _ .... ' . 
--------------- i . f 
----'------........ ct :' ~ Na 
! " 
"---''' ''''' 
.... 
" 
'. 
\ 
"" " 
C87+ ___ -"'b Ca++ 1 1 
______________ ~/ i 
~ ,! 
-( ~; Di sque .... / 
,-------------____ •• 1 
Membrane du SES 
! 
1 
1 
1 
1 
! 
i 
1 
1 
/.1 1 
1 . 
1 1 
lv./'v.l 
Figure 3 : Hypothèse impliquant le calcium dans le phénomène de la 
transduct i on vi sue 11 e. 
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l'hydro:yse de 50 000 molécules de GMPc ( Woodruff et Bownds, 
1979; Yee et Liebman , 1978) . Ceci et le court temps de latence 
de la réponse enzymatique à la lumière « 50 ms) serait 
consi stant avec l 'j mp li cation de l 'hydro lyse du GMPc dans le 
mécanisme de la transduction visuelle. 
1 .4 Le réti nal 
Le mécanisme de la transduction visuelle est directement 
rel ié à 1 a rhodopsi ne . Que ce soi t par la création de canaux dans 
l'hypo thès e i 0 ni qu e, 0 u pa r l'a cti vati on de 1 a phos phodi estéra se, 
la rhodopsine est certainement impliquée. L'implication de la 
rhodopsine à ces différents processus ne peut être possible que 
par l 'activation de ' la prot.éine en présence de lumière . 
L'excitation est réalisée grâce à la présence d'un groupe 
photosensib l e, l e 11-cis rétinal . Ce chromophore est lié par une 
base de Sch iff CHubbard et Wald , 1952) à un groupe e;-amino d'un 
résidu lysine. Ce résidu est situé du côté C-terminal de 1 a 
chaîne polypeptidique formant la rhodopsine . La présence de ce 
chromophore est responsabl e de l'absorption observé à 500 nm 
dan s 1 a rh odopsi ne . 
8 
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Figure 4 : Structure du chromophore de la rhodopsine. 
1,5 La séquence photolytlque de la rhodopsjne et sa 
signification moléculaire 
10 
La première étape du processus visuel consiste en 
l'absorption de lumière par la rhodopsine qui provoque sa 
transformati on rapide (~1 0 -1 2s) en un intermédiaire métastabl e 
dont le spectre est centré vers 540 nm, la bathorhodopsine, Les 
travaux à caractère tant théorique qu'expérimental montrertque 
cette réacti on pho tochi m ique correspond à 1 ï soméri sa ti on du 
rétinal de sa forme 11-cis à tout-trans, suivie d'une translocation 
rapide d'un proton associé à l'azote du lien imine qui le relie à la 
protéine CKonig, (982), Au cours de cette réaction , près de la 
moitié de l'énergie du photon est stockée par le pigment (Boucher 
and Leb lanc, 1985), so i t sous forme él ec tros tatique, soi t sous 
forme de contraintes mécaniques des segments polypepti diques qui 
entourent le rétinal dans la rhodopsine (Warshel et Barbey, 1982), 
La bathorhodo ps i ne qui n'est stab le que sous 1 00 K se 
transforme rapidement (~1 0-9s) en un autre intermédiaire à la 
température de la pièce: la lumirhodopsine, Cette dernière, 
identifiée par Matthews et al , en 1963 possède son maximum 
d'absorption à 497 nm, A la température ambiante, cet 
intermédiaire ne persiste que pour quelques microsecondes et cède 
place à la métarhodopsine 1 qui, elle, a son maximum d'absorption 
à 4ôO nm , On connaît peu de choses sur les é v è ne men ts 
moléculaires qui prennent place au cours des transitions vers la 
11 
lumi- et la métarhodopsine 1. L'Js modifications spectrales qui 
les acc ompagnent i nd iquent que 1 es i nteracti on réti na l-protéi ne 
sont modifiées au cours de ces étapes. Il est évident qu'elles 
consistent en des modifications progressives de la structure du 
pi gment, consécutive à la migration de l'énergi e du chromophore 
vers son apoprotéine car le but de cette activité photochimique est 
de transformer la rhodopsine, soit en canal à ions Ca++, soit en 
initiat'eur d~ l'activité phosphodiestérasique. 
Dans le domaine de temps des millisecondes, la 
métarhodopsine 1 se transforme progressivement en 
métarhodopsine II, une espèce absorbant à 3ôO nm. Ces deux 
métarhodopsines sont en équilibr .e chimique et cet équilibre 
dépend de la température, du pH CParkes et Liebman, 1 9ô4) et de la 
pression (LarT101a et al., 1974), l'élévation de la température, 
J'acidité du pH et les faibles pressions favorisant l'apparition de la 
métarhodopsine Il . Plusieurs observations favorisent l'idée d'un 
changement conformationné 1 majeur au cours de 1 a transi ti on 
métarhodops i ne 1 ~ II. En effet , la réaction à des paramètres 
d'activatlon élevés, la susceptibilité du pigment à la protéolyse 
change (Pellicone et Virmaux, 19ô5), la liaison aldimine qui relie 
le rétinal à la protéine devient attaquable au borohydrure (Liebman 
et al., 1974) , le pigment échange des protons avec son 
environnement COstroy, 1977), les membranes discales changent de 
volume (Atwood et Gutfreund, 19ÔO), et finalement elles sont 
capables d'activer l'hydrolyse du cGMP (Fung et Stryer, 19ÔO). 
12 
On voit donc que les variations transitoires de l'absorption 
de 1 a rhodopsine suite à son ex ci tation (figure 5) correspondent à 
ces changements . structuraux importants , La forme 
métarhodopsine 1 ~ 11 du pigment est stable pour plUSieurs 
secondes, après quoi, le chromophore est lentement hydrolysé et 
libéré par la protéine qUI dès lors redevient disponible pour lier 
une nouvelle molécule de 11-cis rétinal et répéter la séquence 
photol y tique , 
1,6 Effet de l'environnement sur la séquence photolytique et 
obj et du travail 
Les étapes antérieures à la transition métarhodopsine 1 ~ Il sont, 
en principe, insensibles aux modifications chimiques de 
l'environnement moléculaire de la rhodopsine. En fa i t, aucune 
étude sur ce point n'a été rapportée. Par contre, la transition de la 
métarhodopsine à la métarhodopsine Il est, elle, très 
dépendante de cet environnement. Cette transition est 
complètement bloquée dans des membranes discales séchées ou 
soumises à l'action des phospholipases (Bonting et al., 1977). Par 
contre, elle est fortement accélérée quand les lipides 
membranai res sont progressivement substi tués par des détergents . 
Ainsi, à 20"C et pH 6 .5, la constante de vitesse pour l'apparition 
de la métarhodopsi ne Il passe de 72 . s - 1 dans 1 es di sques 
membranaires à, ô6 s-1, 9700 s-1 et 11700 s-1 quand la 
13 
RHOOOPS INE <j.98 nm 
l -1' 10 s~c 
BA THORHOOOPSfNE 540 nm 
lUMIRHODQPSINE 497nm 
l -6 . la s@c 
MET ARHOOOP$INE 1 478 nOl 
l -1 la sec 
MET ARHOOOPS INE l J 390 nrn 
Figure 5 : Séquence photolytique de la rhodopsine bovine. 
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rhodopsine est solubilisée dans la digitonine, le CTAB, l'Am nyx-
Lü et l'Emcelphogène BC-720, respectivement (Baker et al., 1977). 
Par ai 11 eurs, Mak ino et al . (1980) ont observé que dans 1 a 
rhodopsi ne so lubil isée dans la chol ate, 1 a même transiti on étai t 
fortement ralentie, en raison de la grande rigidité des micelles de 
cholate. 
Récemment, Motoyama et al . (1985) ont montré que dans une 
série homologue d'esters de sucrose la position de l'équilibre 
entre 1 es deux métarhodopsi nes se dépl açait parallèlement avec 1 a 
taille et la rigidité des micelles formées par ces détergents. 
Selon ces auteurs, la vitesse du changement conformationnel 
associé à la transition serait directement relié à la fluidlté du 
mi lieu qui solvate la rhodopsine, 
Si cette hypothèse est fondée, il devrait être possib l e 
d'observer un ralentissement progressif de la vitesse d'apparition 
de 1 a métarhodops i ne Il dans des échanti lIon s de rhodops i ne 
solubilisé dans des micelles de rigidité croissante, A cette fin, 
nous proposons ici une analyse de la vitesse de décoloration de la 
rhodopsine purifiée dans des esters de sucrose et d'acides gras 
dont 1 a longueur de chaîne varie de 8 à 22 atomes de carbone. 
Cette décoloration sera provoquée par un bref éclair (20 ns) et 
notre attention sera principalement 'centrée sur les vitesses 
d'apparition des métarhodopsine 1 et Il . Cette analyse devrait 
permettre d'établir si i) la vitesse du changement conformationnel 
est associable à la rigidité du milieu qui entoure la rhodopsine et 
15 
3 i i i) i 1 e x i s te u n cha n 9 e men t con for mati 0 n n e 1 sen s i b 1 e à 
l'environnement au cours de la transition lumi- ~ 
métarhodopsine 1. 
METHODES 
2 ,1 Préparati on des segments externes des bâtonnets 
2 ,1,1 Isolation des segments externes des bâtonnets 
L'étape préliminaire lors de la putification de la 
rhodopsine est la préparation des SEB à partir de rétines 
fraîches , La méthode 1 a plus souvent üti lisée pour une grande 
quantité de rétines est la flottation dans le sucrose , Pour ce 
faire , nous utilisons des yeux (une centaine) de boeufs abattus 
la journée même de ia purification : La dissection se fait 
généralement dans les 3 heures qui suivent l'abattage des 
animaux, Toutes les manipulations impliquant la présence de 
pi gments vi suel s s 'effectuent sous une illumination rouge 
atténuée (1\ > 650 nm) , Nous récupérons la rétine en frottant 
doucement le fond de l'oeil, de l'extéri eur vers le cen tre, La 
réti ne reste a lors acc rochée par 1 e ne rf opti q ue que 1'0 n d oi t 
couper , Ces rétines sont agi tées dans un tampon dïso lemen t 
(3/4 ml de tampon par rétine), ceci dans 1 e but de séparer la 
couche de SEB du segment interne des bâtonnets et des cellules 
nerveuses du reste de la rétine , 
16 
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Tampon d'isolement 
Hepes 10 mM (Sigma chemîcals co.) 
CaC1 2 0,15 mM (Fisher scientific co.) 
EDTA 0,10 mM (Fi sher sei ent i fi c co.) 
NaCl 1 % plv (Fi sher sei ent 1 fi c co.) 
pH 7,5 
2 .1.2 Purification des segments externes des bâtonnets 
A partir de la suspension pâteuse de tampon d'i salement 
et de SEB, nous entrepreno ns la puri fi cati on des SEB . D'abord , 
la suspension est additionnée de sucrose (40ro plv, 
concentration finale) . Ceci se fai t dans un tube à centrifuger. 
Un peu de tampon d'isol ement (environ 2 ml) est déposé à la 
surface de 1 a susper'sion qui est ensuite centrifugée à 10 000 
rpm pour 40 minutes dans un rotor à godets inclinables (Sorval 
HB-4) . Après centrifugati on 1 es SEB flottent à l'interface 
tamponl sucrose . Ils sont soigneusement récupérés à l'ai de 
d'u ne pi pette, dil ués par un facteur de de ux avec du tampo n 
d'isolement et lavés par centrifugation à 17 000 rpm dans un 
rotor à angle fixe (Sorval SS-34) pendant 30 minutes. Le 
sédiment obtenu lors de cette centrifugation est resuspendu 
dans du tampon d'isolement. On répète la flottation et la 
sédimentation jusqu'à l'obtention de SES purifiés . 
Généralement, elles sont répétées 3 fois . La pureté de la 
préparation est contrôlée par la mesure d'un spectre 
d'absorpti on permettant de connaître le rapport A 2801 Asoo . 
L'absorbance à 280 nm est caractéristique de la présence 
d'acides aminés aroma ti ques (tyrosine et tryptophane) dans la 
compositi on de la protéine (Honig et Ebrey, 1974; Shichi, 
1983). L'absorbance à 500 nm est attribuée à la base de Schi ff 
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du rétinal . Ce rapport d'absorbance doit être inférieur à 2.5 
avant d'entreprendre les prochaines étapes . Fi nalement on 
centrifuge les SEB dans de l'eau distillée pour enlever les sels 
du tampon. 
2 .2 Purification de la rhodopsine 
2 .2 .1 Préparation de la colonne à chromatographie 
L'é tape primordial e de la purification de la rhodopsi ne 
est la chromatographie. De cette étape dépend la qualité de la 
rhodopsine, son utilisation dans les expériences de photolyse 
ou son rej et. Pour effectuer cette chromatographie, nous 
utilisons une colonne (Pharmacia Fine Chemical, Sweden) ay ant 
une dimension de 10 mm X 15 cm . L'élément de rétention est la 
concanava Hn A sépharose-4B (ConA) obtenue de Sigma 
Chemicals Co .. Après l'introduction de la ConAdans la colonné , 
ce Il e-c i est 1 avée avec l'éq uiva 1 ent de 5 vo 1 u mes de colonne de 
tampon de départ. Elle est ensuite conditionnée avec 5 vo lumes 
de colonne de détergent (L 1695 0,2ro dans un tampon tris 50 
mM, pH 7.5) . Le s sol uti ons de 1 avage et de co ndi ti 0 nnemen t sont 
introduites dans la colonne à l'aide d'une pompe péristaltique 
CBucrder Instruments Ine.) ayant un débi t d'environ 10 
ml/heure . Ceci permet d'obtenir une compressi on uniforme des 
particules de ConA . 
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Tampon de départ 
Tris 100 mM (Aldrich chemical co , inc ,) 
!\laC 1 lM (Fisher scientifi c co .) 
CaCI2 mM (Fisher scientific co .) 
MgC!2 mM (Fisher scientific co .) 
MnCI2 1 mM (Fisher scientific co .) 
pH 7,5 
Pour éviter l 'oxydation du tampon de départ, on ajuste 
d'abord le pH en présence de Tris, puis on aj oute un à un, dans 
l'ordre donné, les sels mentionnés en prenant soin de les 
solubiliser à chaque fois , 
?? 2 5 1 b'J ' t' 
_,_, o,u llsCl_lon des segments externes des bâtonnets 
.Les SEB isolés et purifiés sont solubilisés dans du 
détergent dans 1 e but de libérer la rhodopsine et de permettre 
la séparation de ce pigment des lipides et autres protéines de 
la membrane discale, On solubilise la rhodopsine dans une 
solution de Laury! sucrose sro (L 1695, Ryoto co. Ltd, Tokyo) et 
de tampon Tris 50 mM à pH 7.5 , Le mélange est bien 
homogénéisé et est ensuite cent.rifugé à 17 000 rpm pendant 
15 minutes dans un rotor à angle fixe (Sorval 55-34), Le 
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surnageant est récupéré car il conti ent la rhodopsine et sera 
introdui t par pompage dans la colonne à chromatographi e 
(figure 6) . 
2 ?3rh t h' rl'ff· ·t ' ._. ..... roma~ograp Je _ a . 1nJ e 
La rhodopsine possède à son extrémité NH2 deux résidus 
carbohydrates attachés de façon covalente à la orotéine . Ces 
résidus constitués de mannose et de N-acétylglucosamine 
possèdent une affinité pour la ConA. (De Grip, 1982). A 
saturation, on retrouve une rhodôpsine liée à chaque monomère 
de Con .A. CPentha! et al ., 1976). Cette interaction spécifique est à 
la base de la chromatographie d'affinité servant à purifier et à 
concentrer la rhodopsine . La rhodopsine solubilisée est chargée 
sur la colonne qui est ensuite lavée avec le détergent choisi, 
éliminant ainsi les indésirables ( lipides et autres) qui s~ 
trouvent touj ours en prése nce de 1 a rhod opsi ne. Presque tou te 1 a 
rho dopsi ne de meur e ai n si ra ttaché e à 1 a co lonne j usq u'à ce 
qu 'elle soit él uée par l'addition du 1-0-méthyl-a-D-
glucopyranoside CO,OôM) dans la solution de détergent. Ce sucre 
déloge la rhodopsine du site de liaison avec la CanA, celui-ci 
ayant une plus grande affinité pour ce site que les saccharides 
de la rhodopsine. Le profil d'élution avec que Iques détergents est 
montré à la figure 7 . On obtient un profil d'élution par mesure 
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Figure 6 : Schéma du montage de chromatographie. 
POMPE 
PERISTAL ilQUE 
22 
échantillon 
LU 
.'..) 
3 '7 
....... 
-:( 
co 
cc 
0 
(0 
CCI 
-:f. 
2 
. --.. " ..... '-. '/_-'.-""" 
-'-
10 20 30 
FRACT10NS 
1 
, 
, 
1 
, 
, 
, 
\ 
.\ 
.1 
" , ~ 
, 1 
: i , 
! , 
1 
1 
1 
l 
\ 
\ 
1 
l-
I 
, 
\ , 
1 
\ 
\ 
1 
1 , 
\ 
\ , 
, 
\ 
\ 
"",C18 
-----:::C22 
50 60 
Figure 7 : Profil d'élution typique de la rhodopsine solubilisée. 
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suc cess ive de l'ab sorba nce d'un vol u me d'é 1 u ant d'e nvi ro n 2,5 m 1. 
Ces mesures se font à l'aide d'un spectrophotomètre muni d'un 
porte-cuvette positionné près du détecteur de façon à ce que la 
turbidité de la solution n'influence pas, ou très peu, la mesure 
(figure ô) . 
2 .2.4 Dialyse 
Nous utilisons deux types de fractions distinctes lors de 
la dialyse . Les fractions ayant une absorbance supérieure à 1,2 
(parcours optique de 1 cm) à 500 nm sont mé langées dans un 
même sac à dialyse . Les fractions ayant une absorbance 
supérieure à 0,2 à 500 nm sont mélangées dans un autre sac à 
dial yse CSpectrapor, 25 mm X 100', poids mo léculai re de 
coupu re entre 12 000 et 14 000 da 1 tons) . Ces fractions son t 
dial ysées contre 4 litres d'un tampon phosphate 50 mM, pH 7,5 
pend ant envi ron 1 ô heu res . Ell e sont ensui te s séparé es en 
aliquotes de 3 ml qui sont ensuite entreposés à -20°C pour 
utilisation ultérieure. Ceci permet d'éviter les pertes car 
seulement la quantité nécessaire lors d'une expérience est 
décongel ée . Les fracti ons ayant 1 a pl us faible absorbance 
servent à optimiser le montage de photolyse . 
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DETECTEUR ----PORTE CELLULE SOURCE 
Figure 8: Schéma du spectrophotomètre . 
2.2 .5 Lavage de la colonne 
Après avoir purifié la rhodopsine sur la colonne, il est 
possible de récupérer le gel (ConA) en vue d'une utilisation 
ultéri eur. Pour ce faire nous devons nettoyer la colonne à J'aide 
de 5 à 10 volumes de colonne d'une solution d'éthylène glycol. 
Il suffira de reconditionner le gel à l 'aide du tampon de départ 
à la prochaine utilisation , 
2.2 .6 Caractéristi gues des détergents uti isés 
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Cette section décrit 1 es différents détergents util isés dans 
ce travail . Elle se veut une brève description des détergents et 
de 1 eurs caractéri stiques indivi duel les . Contrairement à 
beaucoup d'autres détergents qui modifient la structure de la 
rho dopsi ne, ne serai t -ce que .1 égè remen t,les esters d'a ci des 
gras de sucrose semb lent être de bons dé tergents (Pontus et 
Delmelle , 1975). Leur douceur a déjà été rapportée (De Grip , 
1982; Nashima et al., 1978) et ils semblent être capab les 
d'extraire la rhodopsine des lipi des qui J'entourent tou t en 
simulant l'environnement naturel de la, protéine . Ces esters 
d'acides gras et de sucrose sont synthétisés par Ryoto co , Ltd 
(Tokyo) et sont, de base, appliqués comme additif alimenta ire . 
Ces déter gents conti ennent tous mo i ns de 0, 1 ra d'ac i d es gr as 
Solution d'éthylène glycol 
Tris 20"mM 
CaC1 2 1 mM 
MgC1 2 1 mM 
MnC1 2 1 mM 
NaCl 1 M" 
Ethylène glycol 50~ v/v 
pH 7/5 
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libres. Leur description est donnée de la façon suivante : nom de 
commerce, nombre de carbones de la chaîne aliphatique, nom 
scientifique de cette chaîne, pourcentage de chaîne de ce type, 
pourcentage de mono, di- et triseters respectivement. 
Dans une série homologue d'amphiphiles, l'élongation de 
la chaîne hydrophobe s'accompagne normalement d'un 
accroissement de la taille des micelles et d'une augmentation 
de la densité des chaînes . Pour les este"'s de sucrose, on sait 
que la quantité de monomères par micelle passe de 70 à 200 
quand la chaîne s'allonge de 8 à 22 atomes de carbone 
(Kawaguchi et al. , 1983). Par ailleurs, la mobi lité des sondes 
ESR incorporées dans de telles micell es est fortement 
atténuée lorsque leur taille est ainsi accru.e (voir figure 9). 
De plus, les isothermes de pression de. surface mesurés à 
l'interface air/eau montrent clairement que les esters à l ongue 
chaîne forment des films beaucoup plus rigides que les esters 
à courte chaîne (Munger et al ., en préparation) . Ces esters 
apparaîssent donc comme un milieu de choix pour l'étude de 
l'effet de l'environnement sur l'activité de la rhodopsine . 
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Li ste des détergents 
CPN 590 C8 Caprylic ac1 d 981l 301l 401l 301l 
CT 1695 Cl0 Capr1c ac1d 981l 751l 201l 51l 
L 1695 C12 Laurie acid 981l 95~ 5~ 
M 1695 C14 Myr1stic acid 98~ 801l 15~ 5~ 
PM 90 C16 Palmit1c acld 70~ 95~ 5% 
C18 Stearic acid 301l 
SM 90 C18 Stearic acid 701l 95~ 5% 
C16 Palmitic acld 301l 
8 1565 C22 8ehenic acld 671l 70% 20% 10% 
C18 Stear.ic acid 331l 
a 1695 C 18: 1 Oleie acid 981l 75~ 20% 5% 
Digiton;n Pureté de 80% S1gma chemical company 
SoIn. S = 0,05 
ca S = 0,12 
C12 S = 0,33 
Cl't .-S = 0,38 
C16 ~ = 0,'11 
ClB S = 0,~3 
S = O,~5 
- 40 G ----t--+--....:.---+40 G 
... 
-
30 
Figure 9: Spectres ESR d'une sonde djspersée dans les esters de 
sucrose de djfférentes longueurs de chaîne (C8-C 18). 
Le spectre est centré à 3356 Gauss et correspond à 
un balayage total de 80 Gauss. Le paramètre d'ordre 
(S) augmente avec la longueur de chaîne . . 
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Fi gur e 10 : Caracté ri sti ques des détergents . 
PHOTOLYSE 
3 .1 Pri ncipe d~ la technique 
La photolyse éclair répond au besoin qu'ont les 
scientifiques d'étudier un changement chimique ou physique 
rapide induit par la lumière, A l'aide d'un faisceau actinique de 
très courte durée, il s'agit d'induire la réaction chimique . 
Ens~Jite, il suffit d'avoir un système d'analyse dont la rapidité 
est suffisante pour suivre les changements induits par la 
lumi ère . Ces changem~nts peuvent être de plusieurs types . En 
ce qui nous concerne, nous observo'ns les changements 
d'absorbance induits par l'apparition de nouvelles espèces ou la 
disparition des espèces présentes au départ de la réaction 
photochi mi que, 
3 ,2 1 e faisceau actinique 
Dans le but de déclencher la cascade réactionnelle 
impliquée dans la photolyse de la rhodopsine, il est nécessaire 
de blanchir cette protéine , Pour ce faire nous utilisons une 
impulsion laser dont la longueur d'onde est de 532 nm . Cette 
Ion gueur d'on de ~s t 1 a s~co nde ha rmoni que d'un 1 aser 
Néodynium/Y.A.G (System 2000, JK Lasers Limited, 
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England)(shéma du montage, figure 11) . Cette impulsion est 
obtenue à l'aide d'un "Q-switch" qui donne une impulsion de 
1 0 nanoseconde et une énergie d'environ 5 mJ. La dimension du 
fai sceau est d'envi ron 3 mm de di amètr e. Tou tefoi s, to ute 
cette énergie ne parvient pas à la rhodopsine . En effet, l'impact 
du faisceau sur la cellule contenant la rhodopsine se fait sur la 
face en verre dépoli de la cuvette, Ceci diffuse la lumière et 
évite ainsi la destruction partielle de l'échantillon par le 
faisceau ("blasting"). 
3.3 Le faisceau d'analyse 
L'observation de J'effet produit par le faisceau acti nique 
sur le système se fait à l'aide d'un spectrophotomètre dont la 
concepti on et les composantes varient selon le chercheur, ses 
moyens, et le système étudié . Dans notre cas, le faisceau 
d'analyse du spectrophotomètre est produit par une lampe 
Xenon/Mercure de 200 watts. Pour éviter un blanchiment causé 
par une trop longue pré-exposition de la rhodopsine à la 
lumière, l'observation du système est synchronisée avec 
l'impulsion laser, Ceci est réalisé à l'aide d'un obturateur 
électromécanique (Uniblitz, modèle 100-2B de Optikon) placé 
dans le traj et du faisceau d'anal yse . La longueur d'onde du 
fai sceau est dépendante de 1 a réacti on que l'on veut étudi er . 
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Figure 11 : Schéma du montage expérimental de photolyse éclair. 
Elle est obtenue à l'aide d'un monochromateur (Oriel 
Corporation) . Dans le but d'obtenir le meilleur signal possible, 
des lentilles convergentes ont été disposées à deux endroits 
sur le trajet du faisceau d'analyse (figure 12). La première 
lentille concentre le faisceau dans l'échantillon, le point focal 
étant situé à environ 5 mm de la cuvette . La seconde 1 entille 
récupère le faisceau et le dirige vers la fenêtre d'un second 
monochromateur CSpex spectrometer), La longueur d'onde 
d'observation de ce second monochromateur est 1 a même que 
celle du premier. 
3.4 La cuve He 
La cuvette servant de support à l'échantillon est une 
cuvette de quartz de <4 mm X 1 cm, la section de 1 cm étant 
dans le parcours du faisceau d'analyse. Cette cuvette est 
thermostatée . de même que le porte-cuvette. Deux des faces de 
la cuvette sont dépolies, et une de ces faces sert d'agent 
disperseur pour le faisceau actinique. Le porte-cuvette étant 
mobile verticalement, le faisceau d'analyse de même que le 
faisceau actinique sont dirigés le plus possible vers le fond de 
la cuvette . Ceci permet des mesures sur de plus peti ts 
aliquotes d'échantillons (environ 0,3 ml). 
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Fi gure 12: Descri pt i on du f ai sceau dl anal yse. 
3 .5 Le contrôl e de la température 
Le contrôle de la température s'effectue à deux endroits 
(fi gure 13) . La cuvette ainsi que le porte-cuvette sont 
thermo statés, évi tant ai nsi des f! uctuati ons de tempéra ture 
par dispersion de chaleur entre la cuvette et le porte-cuvette . 
Le contrôle de température s'effectue par circulation d'un 
mélange d'eau et d'antigel maintenu à température constante à 
l'aide d'un bain thermostaté (MGW Lauda PC3, Brinkmann ) . La 
température est contrôlée de l'extérieur à l'aide d'un 
thermomètre de précision. Ce système nous permet de faire 
des mesures entre O°C et 35°C sans problème. 
3.6 l'amplification du signal 
Les variations d'absorbance sont observées à l'aide d'une 
photodiode (Hamamatsu) ou d'un photomultiplicateur (RC .A. 
IP2ô) . Ces deux éléments mesurent de faib les fluctuations au 
niveau de l'intensité du faisceau d'analyse transmise par. 
l'échantillon. !1 s'avère nécessaire d'amplifier ce signal. Pour 
ce faire, le signal observé traverse IJn circuit d'amplification 
avant d'être acheminé vers un oscilloscope . 
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Figure 13: Description du porte-cuvet te thermostaté. 
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3 .7 Obtention des résultats 
Les cinétiques des différentes solutions de rhodopsine 
sont représentées par la mesure de la variati on de l'absorbance 
en fonction du temps . Ces variations sont amplifiées et 
acheminées vers un oscilloscope. Selon la vitesse de la 
cinétique, le signal est dirigé vers un oscilloscope différent. 
Pour les cinétiques rapides (vitesse < 20 ).1s), l'oscilloscope 
uti lisé est un Philips (PM 3315CU) digi tal storage). Pour les 
cinétiques plus lentes, nous utilisons un Nicolet (4094 digital 
storage) en raison de sa plus grande maniabilité au niveau des 
différentes expansions possibles du signal. Dans les deux cas, 
apres avoir maximisé la qualité du signal, nous acheminons le 
résultat vers 'Jne table traçante X-Y (70 15B X-Y recorder, 
Hewlett Packard) . Celui-ci est ainsi immortalisé pour la 
postérité dans nos archives . Cette copie servi ra à fournir les 
renseignements nécessaires à l'analyse des résul tats . 
3.8 Traitement des résultats 
A partir des variations d'absorbance (A), les valeurs de A 
sont introduites dans un programme de traitement de courbe 
CCurfit pour Apple Ile). Celui-ci calcule les logarithmes de A 
en fonction du temps, déterminant ainsi la valeur du temps de 
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demi-vie de la réaction (voir annexe n , Ce programme 
détermine également le coefficient de correlation de la droite 
obtenue , Il permet ainsi d'estimer si nous avons affaire à une 
cinétique du premier ou du deuxième ordre , Ce programme est 
bien sûr adapté à nos besoins, et travaille avec un programme 
qui trace les courbes ainsi traitées , 
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RÉSULTATS 
4.1 Préparation des échantillons 
4.1.1 Spectre d'absorption de la rhodopsine 
La rhodopsine constitue environ 95~ (Smi th et al ., 1975; 
Krebs et Kühn, 1977) de la masse protéique de la membrane 
discale. Lorsqu'elle est purifié dans les détergents, elle 
montre deux bandes d'absorption principales, une à 280 nm 
(résidu aromatique à l'intérieur de la protéine) (Honig et 
Ebrey, 1974; Shi chi, 1983) et l'autr·e à 500 nm (base de Schi ff 
du 11-cis rétinaJ) . Un exemple du spectre de la rhodopsine est 
donné à la figure 1 ~ . 
4.1 .2 Critère de pureté 
Différentes procédures de purification sont utilisées si 
l'on désire effectuer une recherche qualitative ou quanti tati v e 
sur les membranes des SEB. Toutefois, ces procédures 
impliquent toujours les étapes de sédimentation/flottation 
dans un gradient continu ou discontinu de sucrose ou de ficol!. 
Notre méthode fut décrite précédemment. Ces méthodes de 
purification donnent généralement des préparation 
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Figure 1'-1: Spectre d'absorption de la rhodopsine. 
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membranai res de pureté équivalente, tel que démontré par 
di fférents auteurs, util i~ant la spectroscopi e d'absorpti on UV-
visible. Ce critère de pureté est généralement utilisé pour 
montrer J'efficacité de la procédure de purification . Il est 
admis qu'une préparation est passablement pure si le rapport 
A280/ Asoo est infér ieur à 2,2 (Salesse et al., 1984). Nos 
rapport A260/ As oo sont, après dialyse, général ement inférieur 
à 1,8. On peut donc considérer nos échantillons de rhodopsine 
comme étant purs . 
4 1 3 J:ffJ'r~ri to do S o luhJ' lJ'cal-i c '" , 1. '- \... \Al.- 1 ......... ...... 1 U ...J '- 1 Il 
La rhodopsine est une protéine transmembranaire . Pour 
la caractériser, nous devons la solub i liser à J'aide d'un 
détergent. Ceux sélectionnés consistent en une sér ie d'esters 
de sucrose. Ce sont des molécules dont les effets sur la 
rhodopsine sont connu~. Ces esters sont des agents 
solubilisateurs doux mais efficaces, c'est-à-dire qu 'on peut 
les substituer aisément au phospholipides naturels entourant 
la rhodopsine . Celle-ci est très stable dans ce milieu et sa 
regénération y est possible (Moto y ama et aJ., 1986; Fong et a!., 
1982). Ces esters sont dispon ibles avec une variété 
intéressante de longueurs de chaîne t out en ayant une pur.eté 
raisonn abl e (r ef. sect ion ma tériels ) . 
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4,1 ,4 Extraction du O-méthyl-a-D-glucoDyranoside des 
préparati on de rhodopsi ne 
Une autre caractéristique intéressante du détergent est 
la diffic~lté éprouvée à le dialyser, Certains trouvent 
défavorable cette propriété du détergent (Fong et al ., 1982). 
Nous avons utilisé ce "défaut" à notre avantage, En effet, lors 
de l'extraction du O-méthyl-a-D-glucopyranoside par dia l'Ise, 
il n'y aura pas diminution significative de la concentration du 
détergent. La dialyse s'effectue sur une période de 18 heures 
avec un changement de solution (tampon Tris, 20 ml contre 4 
1 i tres) après 9 heures, 
4,1 ,5 Incubation avant cinétique 
Apr ès di alyse, la soluti on de rhodopsi ne pur ifiée dans le 
détergen t est séparée en aliquotes de 3 ml. L'échantillon 
utili sé pour la photolyse est d'abord incubé à 3TC pendant 
environ 1/2 heure, Ceci enl ève la turbi dité produite par la 
formation de grosses micelles pendant l'entreposage à basse 
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4.2 Mesuie de l'absorption transitoire des intermédiaires 
4.2.1 Dépendance thermique de la réaction 
métarhodopsine ! ~ méta rhodopsine Il 
L'étude par photolyse au niveau de l'étape méL~rhodopsine 
1 ~ métarhodopsine Il, c'est-à-dire lorsqu'on observe à 
400 nm, fut effectuée de façon extensi '/e dans notre 
laboratoire . La figure 1S illustre un exemple de résultat obtenu 
en photolyse écl air. Ce qu'on y observe est une variation de 
l'absorbance en fonction du temps . Cette variati on aUei nt un 
plateau qui correspond à l'éqUilibre réactionnel entre la 
métarhodopsine 1 et ! 1. L'analyse se rai t à 400 nm parce qu'à 
cette longueur d'onde, l'ampl jtude de la di fférence entre 
l''''b c o .... h'''nf'''O 1"10 1", me' t~ .... hod("opsino 1 et colle de la 1 (..4 ....J 11..1 ...... \w...., 1....1'-" II..A 1 1.,4"A1 Il v 1 11t..., """" 
métarhodopsine Il est maximale sous nos conditions 
expérimentales. 
Les études sur la dépendance thermique de l'étape 
métarhodopsine 1 --7 métarhodopsine Il permettent · d'observer 
une di minution du temps de demi-vie de cette cinétique pour 
toutes les longueurs de chaînes entre O°C et 35°C. Le tableau 
1 résume ces observations de temps de demi-v ie en fonct ion 
de la température d'observati on . Cette dimi nuti on est 
d'environ deux ordres de grandeur, c'est-à-dire que le temps 
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Figure 15: Clnétlque de formatlon de la métarhodopslne II à 30°C .. 
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Tab1eau 1 
Demi-v1e de la réaction métarhodopsine l ~ métarhodopsine II à 
. 
différentes températures pour la rhodopsine purifiée dans les esters 
de sucrose de différentes longueurs de chaînes. 
chaine C~ C10 C12 C1~ C18 C22 1 
Temp. 
O°C 50ms 
1 
5°C - 5,4ms Il,65ms 3,1ms 20ms 17ms 16ms 
10°C 2,25ms 950}1s l,8ms 5ms- 7,6ms 4ms 
15°C 535p.s 640p.,s 1 Oms 14ms 1 6m5 165ms 
20°C 260p.s 260P.5 280P.5 lm5 700j,l5 1 3m5 
25°C 110J,l5 12o.p 5 125j15 445~5 430~s 410p.5 
30°C ' 31j,l5 . 65j.15 55115 225~s 370j1s 175J,ls 
35°C 2111 5 32]15 28j,l5 90ps 95j.1.s 120p.s 
de demi-vie est environ 100 fois moindre ~ 35°C qu'à O°C, Ce 
résultat est consi stant avec ceux rapportés par différents 
auteurs (Rapp, 1979; Park es et Liebman, 198-4) , 
4.2,2 Effet de la longueur des chaînes 
Tel que décrit auparavant, la longueur des chaînes 
uti lisées varie entre 8 et 22 carbones , L'augmentation 
graduelle de la longueur des chaînes des esters de sucr ose 
""" "' n" I'Y'I 0re / mico 11 0 rospocH \o'c.mon~) e~ 1 a rl'gl' ~l' ~o du ml'll'eu 
.IIVI viii...... I l \,..; 11 ...... v v ~l y\,..; 1 ...... ' '-' / ""'" 1 u........ 1 • 
Cette rigidification fut démontrée par une étude utilisant la 
spectrosc opie ESR, Les résul tats obtenus pour l'étape 
métarhodopsine 1 ~ métarhodopsine Il montrent un effet de la 
longueur des chaînes pour toutes les températures observ ées , 
On peut voir l'effet de la longueur des chaînes sur le temps de 
demi-vie à chaque température à la figure lb, Celle-ci 
montre un effet causé par l'envi ronnement sur la photochimie 
de la rhodopsine , Cet effet consiste en un ralentissement de la 
vitesse de la réacti on (augmentation du temps de demi -vie) 
avec l'augmentati on de la longueur des chaînes et cela pour 
chaque température , Ces résultats sont interprétés comme 
étant s igne de changements importants au niveau de la 
str ucture mo léculai re de la r hodopsine, Ces changements sont 
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Figure 1'h: Variation du temps de demi-vie pour chaque longueur de 
chaine à toute les températures étudiées pour la 
réaction métarhodopsine l -+ métarhodopsine II. 
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17ms 
.. 
modulés par la longueur des chaînes des esters de sucrose et 
sont observés dans l'ordre de la miliseconde. 
4 .2 .3 Effet de la digitonine 
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Connaissant l'effet rigidifiant de la digitonine sur les micell es 
(Motoyama et al., 19ô5), nous avons tenté une expérience avec celle-ci . 
Nous avons ajouté une faible quantité de djgitonine dans une préparati on 
de rhodopsine contenant l'ester de sucrase à 22 carbones . Ceci permet de 
raI enti rIa cinétique métarhodopsine 1 -7 métarhodopsine Il par un 
facteur supplémentaire de 5 fois. Nous avions alors espoir d'observer la 
cinétique lumirhodopsine -7 métarhodopsine 1 à 450 nm. L'analyse à 
cette longueur d'onde permet d'observer la disparition de la 
lumirhodopsine. L'e xpérience montra effectivement la fin de la cinétique 
Lumirhodopsine -7 métarhodopsi ne 1 (fi gure 1 ô). Le ralent issement 
produit par la digitonine nous permit donc d'espérer un effet de la 
longueur des chaînes à cette étape de la photochimi e de la rhodopsine . 
L'utilisati on ultérieur d'un osc i lloscope plus rapide nous permettra 
d'observer la cinétique en son entier, et non pas la fin seulement, comme 
à la fi gure 1'1 (on obti ent une ligne verti cale pour une grande variation 
d'absorbance si l'appareil n'est pas suffisamment rapide pour amasser 
des points pendant cette période de temps) . 
Cl 
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Figure 17: Cinétique montrant l'effet de ralentissement de la 
dfgitonine. 
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4.2.4 6S.1. et 6Hi de ces cinétiques 
Plusieurs auteurs n'utilisent pas, ou ne font pas allusion, 
aux données de temps de demi-vie et préfèrent util i ser 
l'enthalpie d'activation (6H±) et l'entropie d'activation (6S+) 
lorsqu'ils étudient les cinétiques impliquant les 
intermédi aires de photolyse de la rhodopsine (Parkes et 
Liebman, 1984; Williams et Baker, 1982). A partir des données 
de dépendance thermique des cinétiques, nous avons calculé 
les paramètres d'activation t.S± et 6H±. Ceux-ci se sont 
avérés être du même ordre de grandeur que ceux obtenues par 
ces différents auteurs. Le tableau 2 montre les valeurs que 
n""'c "" 'ons Oh+f>r"\"C>c pour "'e c paramot"'os e+ l'annovo B de' c",it IVU..J U « U ... "'I I Uv....J '- ..J \" 1 v ... Il \,,001'\..0 ' 1 1 
1", r,.,ron do loc obtonir 1 ..... 1 \oA'-t 1 v Iv""" '"" 1 • 
4.2.5 Effet de la longueur des chaînes sur l'étape 
lumirhodopsine ~ métarhodopsine 1 
Les résultats obtenus pour l'étape lumirhodopsine -7 
métarhodopsine 1 à 23°C sont pour' 1 e moins intéressants. On 
retrouve à la figure 1 9 un exemple de résul tat. L'analyse a été 
faite à 450 nm car à cette longueur d'onde la variation 
d'absorbance entre la lumirhodopsine et la métarhodopsine 
est maximale sous nos conditions expérimentales . De plus, à 
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Tableau 2 
Paramètres d'activations associées à la réaction métarhodopsine l 
-+ métarhodopsine II. 
chalne C10 C12 C18 C22 1 
ôtf +294 J +214 J +294 J +233 J (kCal/mol) 
-
6S* +100 +735 J +100 +80 
(Callmol*K) 
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Figure 18: Cinétique de formation de la métarhodopsine l à 23°C. 
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cette longueur d'onde, on ne peut confondre la réaction avec 
une éventuelle phase rapide de la réaction métarhodopsine 1 ~ 
métarhodopsi ne Il car 1 es deux phénomènes donnent des 
signaux optiques de signe opposé. Ces résultats montrent que 
l'influence de la longueur des chaînes va dans le même sens 
que pour l'étape métarhodopsine 1 ~ métarhodopsine Il, c'est-
à-dire une augmentation du temps de demi-vie avec la 
longueur de 13 chaîne. Toutefois, au lieu d'être une 
. .,' '.'l'Y'>°n''..-,ti,..,,.... ri"''''dueI 1o du tempe u"!e demi-vi ° on obeor'/o ur,,'e (,.otU~III"""1 ~U""'VII ~I U IV ...., Il -J Il Iv, ...J"-' '" 
eoud",ino -::l' ''''montati ''''n pou'" lee lO""''''Uoc: cha~"'os (vl"lir t""b1e"'u 
....J 1.oA1 ...... CH.",,:; v .... 'v 1 1 ...J 1 II~ '-'...J l '1...... 'VI (",A 1 I.A 
3). Cette soudaine augmentation est d'environ un ordre de 
grandeur .. Les valeurs point par point 'des courbes permettant 
de déterminer le temps de demi-vie présentent un coefficient 
de corrélation plus grand pour les longues chaînes, comme 
c'est le cas pour la réaction métarhodopsine 1 ~ 
métarhodopsine 11, et comme pour cette réaction, les 
résult3ts sont reproductibles. On doit noter ici que c'est la 
première fois qu'un effet de l'environnement est observé à 
l'étape lumirhodopsine ~ métarhodopsine 1 de la séquence 
photol y tique . 
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Tableau 3 
Demi-vie de la réaction lumirhodopsine -4 métarhodopsine l à 23°C 
pour la rhodopsine purifiée dans les esters de sucrose de différentes 
longueurs de ch81nes. 
chal ne Ca C10 C12- C14 C18 C22 
Temp. 0 
23°C 9,8J.ls 10,8J,ls 11,lJ,ls 130J,ls 200]ls 
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5. Discussion 
5.1 Vitesse de transition et équilibre entre les 
mé tar hodo psi nes 
Nos résul tats mon tren t un ralenti ssement con tinu et 
progressif de la vitesse de transition entre les métarhodopsines 
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et Il à mesure que s'allonge la chaîne de l'ester de sucrose dans 
lequel le pigment est dispersé. Si on compare ces résultats avec 
les observations antérieurement effect:..iées sur l'équil i bre des deux 
métarhodopsines (Motoyama et al ., 1985), on réalise qu'à 4°C, 
l'équilibre est 5 fois plus déplacé vers la métarhodopsine Il dans 
le lauryl sucrose par rapport à celui qui est mesuré dans le stearyl 
sucrose . . A la même température, la vitesse d'apparition de la 
métarhodopsine Il est également 5 fois supérieure dans ces deux 
détergents. Ces résultats corroborent donc l'hypothèse voulant que 
la position de l'équilibre entre les métarhodopsines ne soit 
déterminés que par la vitesse de la transition 1 ~ Il et que celle de 
la transition Il ~ 1 soit insensible à l'environnement. 
5.2 Transitions conformationnelles 
~Jous ayons yu qu'en rigidifiant progressivement 
l'environnement qui entoure la rhodopsine , la transition 
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' t h d . me .. a r, 0 0 p S! ne ! -+ !! était progressivement ralentie par un 
facteur 5 . Dans 1 es mêmes conditions expérimental es, la transition 
lumirhodopsine - métarhodopsine 1 est, elle, abruptement ralentie 
par un facteur 10 quand la chaîne de l'ester de sucrose s'allonge de 
14 à 18 carbones. Afin de comprendre la signification de ces 
effets, il est probablement opportun de d'abord rappeler la structure 
des comp lexes rhodopsi ne-" détergent. 
A l'état pur, les micelles de détergent sont rarement des 
structures sphériques. Ell es sont plutôt de forme elliptique de 
rapport axial autour de 2 (Tanford, 1974). Par ailleurs, l'interaction 
entre la rhodopsine puri fi ée et les détergen ts est principa lement 
hydrophobe et la structure générale des complexes 
rhodopsine-"détergents en est une où 1 e domaine hydrophobe de la 
protéine traverse la micelle (Sard et et al ., 1976). Indépendamment 
de ! a natu re du dé terge nt uti li sé pour di ssoud re 1 a r hodops ine, 1 es 
comple~es formés doivent avoir des géométries équivalentes. En 
effet, des détergents aussi différents que la digitonine, le 
Tri ton X-l00, les bromures d'alkyl trimethyl amonium et 
l'Amonyx, LO, dont la taille micellaire vari e de 36 à 
140 monomères, se fixent à la rhodopsine à raison d'environ 
160 molécules/rhodopsine CHubbard, 1954; Osborne et al ., 1974; 
Knudsen et Hubbell, 1976; Sardet et a1., 1976). C'est donc dire que 
la structure du complexe est principal ement déterminée par la 
taille du domaine hydrophobe de la rhodopsine et non pas par les 
propriétés du détergent. 
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Comm e 1 es esters de su crose ne se 1 i ent pas au x p rotéi n es 
différemment des autres détergents (Makino et al., 1983; Robinson 
et Tanford, 1975), on peut déduire un modèle du complexe 
rhodopsine-ester de sucrose tenant compte de la longueur de chaîne 
de l'ester. Le modèle que nous proposons est présenté à la 
figure 19. La rhodopsine y fixe un nombre constant de molécules 
d'ester de sucrose, toutefois, pour respecter cette règle, on doi t 
f~i re lnteragir le pigment avec un nombre très di fférent de chaînes 
aliph"'ti",uoc r-lo .... on'-Iant rio 1<> longuou"" rio colles-cl' PU1'Squo 10 ., IIU I~ ""-', "" ..... t-J ...... , U l "-'v (A l "" 1 ..... v "-'II \" 1 ...... 
domaine hydrophobe de la rhodopsin-e, pour être solvaté par les 
chaînes aliphatiques, doit traverser soit le grand, soit le petit axe 
. 
de 1 a micelle, dépendant de la longueur de chaîne des esters qui la 
forment. 
Con sidé rant que 1 a transi t ion métarho dops ine 1 ---+ Il est 
accompagnée d'un changement coriformationnel maj eur, on peut 
aisément comprendre que ce dernier puisse être progressivement 
inhibé à mesure qu'on rigidifie J'environnement qui le subit. Il est 
fort probable que cette transition implique une réorganisation 
importante de la structure de la ceinture d'amphiphile qui entoure le 
pigment et donc, que la vitesse observée pour ce phénomène varie 
progressivement avec la longueur de chaîne de l'ester utilisé. 
Ester à longue chaine 
Figure 19: Structure proposée du complexe 
rhodopsine-détergent 
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Ester à courte 
chaine 
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La transition 1umirhodopsine - métarhodopsine 1 montre une 
dépendance très di fférente de la longueur de chaîne , Sa cinéti que en 
est indépendante pour les courtes chaînes et elle est subitement 
ralentie lorsque la chaîne atteint 18 carbones de long, Si on admet 
que la transi tion méta rhodopsine 1 -+ Il est accompagnée de 
changements des interactions protéine/chaîne hydrophobe sur la 
plus grande partie de leur interface, il est peu probable que ce soi t 
le cas pour la transition lumirh 0 dopsine - métarhodopsine l, En 
effet, comme cette transition n'est affectée que dans les esters à 
longue chaîne, nous croyons qu'elle correspond à une modificati on de 
la structure localisée profondément dans le domaine hydrophobe de 
la rhodopsine, Un modèle de ces transitions est présenté à la 
f" '/0 , lgure L.. , 
, 
Méta-I Lum1-
l 1 
Méta-II Méta-I 
Figure 20: Modèle des transitions conformationnelles 
durant les transitions lum"i-~ méta-I -+métarhodopsine-II 
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CONCLUSION 
Nous pouvons retenir que, en ce qui concerne la réaction 
photochimi que métarhodopsi ne i ~ métarhodopsi ne Il, on 
observe un effet important de la température . Qu'une aug-
mentation graduelle de la longueur des chaînes des esters de 
sucrose présentes en solution résulte en une augmentation 
graduelle du temps de demi-vie de la réaction. Ceci démontre 
un changenient str'ucLurel majeur Je la rhodopsine à cette 
é La ~e . 
En ce qui concerne la r' éaction phoLochirnique lurni('ho -
dopsine ~ rnétarhodpsine 1, on observe qu'une augmentation 
graduelle · de la longueur des chaînes d'esters de sucrase ne 
donne pas une augmen taUon graduelle. du temps de demi-vie. 
On assiste plutôt à un effet limité des courtes chaînes. Ceci 
nous porte à croire à un changement structural restreint, 
sur'tout 1 oca 1 isé dans la zone de sur' face capable d'interagi r 
avec les longues chaînes, Il est important de souligner' que le 
fait d'avoir un changement structura l dans l'ordr'e de la 
mi croseconde nous obi ige à jeter un nouveau regat'd sur le 
phénomène de la transduction de l'énergie lumineuse en 
influx nerveux . 
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ANNEXE A 
Cjnét1Que chlmjQye 
La détermination du temps de demi-vie pour une réact ion 
chimique d'ordre 1/ s'effectue à l'aide de l'équation: 
où k est la constante de vitesse de la réaction. 
Afin de déterminer les constantes de vitesse (Le. les temps de 
demi-vie) on reproduit les cinétiques obtenues par photolyse sur 
~ 
échelle logarithmique. Une réaction du premier ordre donnera une 
droite dont la pente multipliée par 2/303 donnera la constante de 
vitesse et donc (selon l'équation 1) la demi-vie de la réaction. 
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ANNEXE B 
Paramètres d'activations 
La détermination des paramètres dl activations est effectuée à 
partir des cinétiques obtenues lors de la photolyse. L'énergie 
d'activation, élément nécessaire à 1" détermination de ces 
paramètres, est obtenue par la pente d'un graphique dl Arrhénius. 
L'équation suivante peut vous donner la valeur de l' .énergie 
d'activation: 
Ea=2,303RltgCl(l~ (2) 
où R est une constante (1,986 cal K-1 mole-1), Cl( est 11 angle entre la 
droite et J'abscisse et ~ le rapport des 'échelles adoptées pour l'axe 
des absci sses et celui des ordonnés. 
Il est possible de déterminer tous les paramètres 
d'activations à raide de cette énergie. L'enthalpie d'activation, oH, 
est reliée à 11 énergie d'activation par la relation suivante: 
oH = Ea - RT (3) 
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A l'aide de l'énergie libre d'activation de Gibbs, 6G, que l'on 
calcule à l'aide de l'équation suivante: 
il est possible de déterminer l'entropie d'activation, 6S, selon 
l'égalité suivante: 
ôG = oH - T 6S (5) 
kb est la constante de Boltzmann (1,381 X 10-16 erg K-1) . 
h est la constante de Planck (6,626 X 10.- 27 erg s). 
T est la température-à laquelle la réaction s'effectue. 
